タイセイキ ラット シンゾウ ニ オケル エンドセリン ノ ハツゲン ： メンエキ ソシキ カガクホウ ト in situ hybridization ホウ ニ ヨル ケンキュウ by 西村 環
Endothelin expression during rat heart
development : an immunohistochemical and in
situ hybridization study
著者 西村 環
発行年 1995-03-23
その他の言語のタイ
トル
胎生期ラット心臓におけるエンドセリンの発現 ： 
免疫組織化学法とin situ hybridization法による
研究
タイセイキ ラット シンゾウ ニ オケル エンドセ
リン ノ ハツゲン ： メンエキ ソシキ カガクホウ
ト in situ hybridization ホウ ニ ヨル ケンキュ
ウ
URL http://hdl.handle.net/10422/2071
氏　名・（本籍）
学位の種類
学位記番号
学位授与の要件
学位授与年月日
学位論文題目
西　村　　　環（滋賀県）
博士（医学）
博士第178号
学位規則第4粂第1項該当
平成7年3月23日
Endothelin expression during r8t he8rt deveIopment：8niTTmunOhistochemic81
8ndin situ hybridiz8tion study
（胎生期ラット心臓におけるエンドセリンの発現
一免疫組織化学法とin S血hybridiz8tion法による研究－）
審　査　委　員　　主査　教授　　前　田　敏　博
副査　教授　　越　智　淳　三
副査　教授　　木之下　正　彦
論　文　内　容　要　旨
［目　的］
強力な血管収縮物質であるエンドセリン（ET）は、その含量が低いため組織学的方法では成体の組
織では殆ど検出されない。われわれは、先に胎生ラットの肺と唾液腺にETが存在することを免疫組織
化学法を用いて示し、さらにRT－PCR法によってそのmRNAの存在を証明した（参考論文2）。この
ことと、さらに心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）が、成体では殆ど検出されない心室筋において、
病的状態や胎生期にあっては有意に多く検出されるということ（参考論文1）から、ETが胎生期の心
臓に存在しているであろうと考えた。この研究でわれわれは、胎生ラット心臓における分泌型のETの
存在を、免疫組織化学法にて検索した。またET－1とET－3を区別するために彿si餌hyl）ridiz鵬ion
法によってmRNAの発現を比較検討した。これらの方法によって、われわれはETの本態、とくに心臓
の生理およびその発生に果たす役割を究明することを目的とした。
［方　法］
Wistar系ラットの母体から、胎生9日目から20日目までの胎仔を取り出し、16〟の全身切片を作製し
て、4％ホルムアルデヒド緩衝溶液で固定した。各切片は、解剖学第2講座で作製された抗ET抗体を
用いてABC法染色し、心慮についてその反応を光顛的に観察した。さらに、ホモロジーの無い434およ
び541塩基のdigoxigeninラベルcRNAプローブを、ET－1とET－3それぞれについて作製し、in situ
hybridization法を施し心膿についてその陽性反応を光顕的に観察した。
［結　果］
1．免疫染色
胎生10日目の胎仔の未分化な筒状の心臓で初めて弱い陽性反応がみられた。これは将来心室に分化
する部位が心房に分化する部位よりも、また心内膜側が心外膜側よりも強かった。この反応は徐々に
増強され胎生15日目に最も強くなり、18日目まで続いた。反応はほとんどすべての心筋で観察された
が、心室の方が心房よりも、また心内膜側が心外膜側よりも強かった。しかし、19日目には心臓のど
の部位にも反応は認められなくなった。
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2．iTISituhybridization法
ET－3がET－1よりも2日はやく、胎生10日目ではじめて筒状の心臓に弱い陽性反応を認めた。
11H目から反応はあきらかとなり、15日目まで徐々に増強し、18日目まで続いた。反応は、殆どすべ
ての心筋で認められたが、心室が心房よりも強かった。ET－1では、胎生12日目に初めて陽性とな
り、同じく15日目まで徐々に増強し、18日目まで続いた。染色性は、ET－3の場合と同様であった。
ET－1、ET－3双方とも、胎生19日目には心臓のどの部位にも陽性反応は認められなくなった。
［考　察］
胎仔組織でのETの分布やmRNAの発現を調べた研究は全く無い。本実験において、われわれはラッ
ト胎仔の心臓にETが存在することを示し、さらにその胎生期における経時的変化を初めて示した。ま
たイソフォームのmRNAの発現をinsitzLhybridization法を駆使することによって経時的に示した。
胎生早期の、10日目から11日目にはET－3が、それ以降にはET－1とET－3の両者が心筋で合成され
分泌されていることが示唆された。しかし、循環器系が完成してから出生に至るまでの間に両者とも発
現されなくなる。このことから、発生のごく初期には主にET－3が、その後はET－1とET－3の両者
が心臓の発生と分化に重要な役割を演じているものと推察される。
［結　論］
胎生ラット心臓にETが存在することが示され、その経時的変化により、この物質が一種のサイトカ
インまたは成長因子として作用している可能性が示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
エンドセリン（ET）は、ブタ大動脈内皮細胞の培養上清から単離された強力な血管収縮物質であり、
1988年の報告以来、3種類のイソペプチドの同定、生合成経路と代謝、2種類の受容体の構造決定など
の研究が急速に進展した。しかし、高血圧、虚血性心疾患、腎不全などいろいろな病態との関連が考え
られているものの、いまだ生体でのその生理的役割については充分究明されていない。
本研究では、ETの心臓における発現を固体発生学的に検討した。すなわち、まず分泌型のETの存在
と発現時期を解剖学第2講座で作成された抗ET抗体を用いて免疫組織化学的に検索した。さらに、ET－
1とET－3についてdigoxigeninラベルのcRNAプロ「プを用いたiT”ituhybridization法を行って、
mRNAの発現を経時的に観察した。それらの結果、ET－1では胎生12日目から心筋で合成され分泌さ
れていることが、またEで－3ではそれより2日早く胎生10日目から合成され、11日目から分準されて
いるということが判明した。しかし、胎生19日目になるとETペプチドもそれらのmRNAも、検出の感
度以下のレベルに低下することがわかった。このように、心臓でETが胎生の一時期に発現し、そして
出生の前に減少していくという経過から、この物質が直接あるいは間接に心臓の形態形成に関連して発
現している可能性が推察された。
以上の所見は、ETの生体内での働きに詳しい知見を加え、ETの生理的意義を解明する手がかりを与
えるものと考えられることから、本論文は博士（医学）の学位授与に値するものと考えられる。
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